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SUPPORT D'ANALYSE BIOLOGIQUE A AMPLIFICATION. 

(§) L'invention concerne un support d'analyse biologique 
comprenant au moins une plage de test (18) equipee d'une 
pluralite de sites d'analyse (20) susceptibles d'etre gamis 
de sondes biologiques, au moins un reservoir (14) destine a 
contenir un milieu a. analyser et au moins un passage (30) 
de fluide dudit reservoir vers ladite plage de test, dans le- 
quel le passage de fluide comporte des moyens (31) de 
contrdle de temperature agences ie long du passage de flui- 
de. 

Application k I'analyse biologique d'acides nucleiques. 
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SUPPORT D 1 ANALYSE BIOLOGIQUE A AMPLIFICATION 

Domaine technique 

La pr6sente invention concerne un support 
d f analyse biologique, encore appele biopuce, et destine 
en particulier a 1 T analyse genetique. 

Les biopuces comportent generalement des plages 
de test 6quip6es d'une pluralite de sites d'analyse. 
Sur ces sites sont greffes ou fixes tout ou partie 
d T acides nucleiques tels que, par exemple, des morceaux 
de brins d'ADN ou d'ADNC. Chaque site peut etre equipe 
de brins, encore appeles sondes, dont le code ou la 
sequence genetique est connue. 

Pour 1' analyse, la puce est mise en contact 
avec un milieu a analyser contenant egalement des 
acides nucleiques. 

Les acides nucleiques du milieu a analyser, 
appeles cibles, ont alors la faculte de s'hybrider 
selectivement avec des sondes de la biopuce. 
L T hybridation a lieu exclusivement entre des cibles et 
des sondes presentant un code genetique complementaire . 

Ainsi, il est possible, en detectant les sites 
d T analyse sur lesquels une hybridation a eu lieu, de 
determiner la matiere biologique init ialement presente 
dans le milieu a analyser. 

Les biopuces trouvent des applications dans 
1 * analyse biologique et genetique, notamment dans les 
domaines medicaux. 



Etat de la technique ant£rieure 

Comme evoque sommairement ci-dessus, 1' 
biologique avec les biopuces comporte trois 
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principales qui sont la preparation des sites d' analyse 
pour y fixer les sondes, la mise en contact de la 
biopuce avec le milieu a analyser, puis la lecture de 
la biopuce pour determiner quels sites ont fait l'objet 
5 d'une hybridation entre sondes et cibles. 

On connait differentes techniques permettant de 
fixer des sondes nucleiques sur les sites d' analyse des 
biopuces. Parmi ces techniques, on peut citer celles, 
par exemple, qui font appel a un compose intermediaire 

10 tel que des silanes, de la poly-L-lysine ou encore un 
polymere conducteur, copolymerise sur chaque site avec 
les sondes. Dans ce dernier cas, la fixation des sondes 
est initiee et pilotee par 1 T application selective sur 
les sites d'une tension de polarisation. Les sites sont 

15 alors formes par un plot en un materiau conducteur 
electrique. 

Ces techniques, connues en soi, sont illustrees 
par exemple par les documents (1), (2) et (3) dont les 
references sont precis6es a la fin de la description. 

20 La lecture des puces, c'est-a-dire 1 ' examen des 

differents sites d' analyse pour detecter si des 
hybridations ont eu lieu ou non, peut etre effectuee 
par microscopie. De fagon avantageuse cependant, 
1 ' hybridation peut aussi etre mise en evidence par la 

25 detection d'une lumi£re de fluorescence emise par les 
cibles fixees sur les sondes, en reponse a une lumiere 
d' excitation . Cette deuxieme possibility necessite 
toutefois une preparation du milieu a analyser pour 
fixer sur les cibles des marqueurs fluorescents. A ce 

30 sujet, on peut se reporter egalement au document (1) 
deja mentionne. 

Le milieu a analyser, obtenu par extraction de 
l'ADN ou d'ADNC d'un 6chantillon a tester, peut subir 



2795426 

3 

d'autres traitements prealables a sa mise en contact 
avec la biopuce. Parmi ces traitements, on peut citer 
un traitement de multiplication des cibles. 

En effet, le nombre d ' ADN ou d'ADNC cibles 
5 presents dans un echantillon a tester est generalement 
faible. II peut etre augmente par un procede de 
multiplication base sur la duplication enzymatique des 
brins d'ADN ou d'ADNC. Ce procede peut etre une 
"amplification" du type PCR (Polymerase Chain Reaction- 

10 duplication polymerase) . 

L' amplification de 1 1 ADN ou de l'ADNC est 
realisee en ajoutant au milieu des enzymes et des 
precurseurs approprifes et en faisant subir au milieu 
des cycles thermiques & des temperatures determinees. 

15 Les cycles d' amplification peuvent etre effectues sur 
des supports miniaturises/ tels que des puces, et 
peuvent etre associes & un tri par electrophorese . 

Une illustration de ces techniques est donnee, 
par exemple, par les documents (4), (5) et (6) dont les 

20 references sont egalement precisees a la fin de la 
description . 

L f ensemble des operations li§es aux analyses 
biologiques/ et decrites sommairement ci-dessus, 
• contribuent a augmenter la difficulty de mise en oeuvre 
25 de ces analyses, et done leur cout. 

En particulier, 1 'operation d ' ampl i f ication des 
brins d'ADN s'avere delicate et suppose un nombre eleve 
de manipulations. 

30 Expose de 1' invention 

L' invention a pour but de proposer un support 
d' analyse qui integre differents moyens susceptibles 
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d'etre mis en oeuvre pour realiser les differentes 
etapes de preparation, d f analyse et de lecture. 

Un but est en particulier de rationaliser et de 
simplifier les operations de preparation, afin de 
5 : reduire le cout de l f analyse et garantir une fiabilite 
elevee. 

Un autre but de 1' invention est de proposer des 
precedes de fabrication du support d 1 analyse. 

De fagon plus jprecise, I 1 invention a pour objet 
10 un support d' analyse biologique comprenant au moins une 
plage de test qui est equipee d'une pluralite de sites 
d' analyse susceptibles d'etre garnis de sondes 
biologiques, au moins un reservoir destine a contenir 
un milieu a analyser, et au moins un passage de fluide 
15 dudit reservoir vers ladite plage de test, dans lequel 
des moyens de controle de temperature sont agences le 
long du passage de fluide. 

Les moyens de controle de la temperature sont 
prevus pour fixer des temperatures de consigne en 
20 differentes zones successives le long du passage, de 
facon a pouvoir initier une multiplication, par exemple 
de type PCR, de brins d'ADN bu d'ADNC susceptibles 
d'etre presents dans le milieu a analyser. 

Liorsqu'une pluralite de zones controlees en 
25 temperature sont prevues, on peut effectuer un ou de 
preference plusieurs cycles thermiques de 

multiplication successif s . 

Le milieu a analyser introduit dans le 
reservoir peut ainsi etre un milieu n'ayant pas subi de 
30 traitement de multiplication prealable, e'est-a-dire un 
milieu relativement pauvre en cibles a detecter. 

En circulant a travers le (ou les) passage (s) 
entre le reservoir et la plage de test, les. brins d'ADN 
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ou d'ADNC du milieu sont multiplies de fagon a pouvoir 
etre detectes plus facilement sur les sites d' analyse. 

La multiplication des brins d'ADN est operee au 
moyen d' enzymes ajout6s au milieu. Ces enzymes peuvent 
5 etre melanges directement au milieu introduit dans le 
reservoir du support, mais peuvent egalement etre 
egalement stockees dans des reservoirs additionneis du 
support . 

Dans ce cas, des conduites interieures au 
10 support d f analyse, peuvent etre prevues pour effectuer 
le melange entre le milieu a analyser et les enzymes. 

Selon un aspect particulier de l f invention, le 
passage de fluide peut comprendre une pluralite de 
canaux juxtaposes, s'etendant de fagon sensiblement 
15 parallele entre le reservoir et la plage de test. Les 
canaux peuvent etre egalement replies de fagon a 
d^crire des meandres entre le reservoir et la plage de 
test . 

La mise en oeuvre d'une pluralite de canaux 
20 permet de traiter une plus grande quantite de fluide 
tout en garantissant pour chaque canal une faible 
inertie thermique. Une faible inertie thermique du 
milieu a analyser permet de faire passer rapidement sa 
temperature d'une valeur de consigne donnee a une 
25 valeur de consigne suivante d'un cycle thermique. Cette 
caracteristique favorise l'operation de multiplication, 

Selon un autre aspect particulier de 
1' invention, les moyens de controle de la temperature 
peuvent comporter une pluralite d" elements de 
30 chauffage, tels que des resistances electriques, par 
exemple. Celles-ci definissent des zones de chauffage 
qui se succedent entre le reservoir et la plage de 
test . 
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Les elements de chauffage peuvent etre disposes 
directement dans le passage de fluide ou en etre separe 
par une paroi . 

II convient de noter que d'autres moyens de 
5 controle de la temperature, par chauffage ou par 
ref roidissement , peuvent egalement etre prevus . Parmi 
ceux-ci on peut citer, par exemple, des canaux 
parcourus par des fluides caloporteurs thermostates ou 
des elements Peltier. L f utilisation de resistances 
10 electriques permet toutefois un adressage et un 
controle electrique ameliore. De plus, . . 1 1 encombrement 
des resistances electriques sur le support est 
particulierement reduit. 

Les sites d T analyse de la puce peuvent etre 
15 garnis avec les molecules formant les sondes, selon 
differences techniques choisies, par exemple, parmi 
celles mentionnees dans la description de l'art 
anterieur. 

Lorsque le depot de sondes par voie 
20 electrochimique est retenu, les sites comportent des 
electrodes conductrices . L 1 adressage selectif des sites 
par des moyens electriques permet alors d T appliquer 
successivement ou siiuultanement a chaque site un 
potentiel susceptible d'initier la fixation des sondes. 
25 Les electrodes, ou certaines d'entre elles, 

peuvent etre associees a des contre-electrodes menagees 
a leur voisinage. Ainsi, il est possible de fixer les 
sondes par voie electrolytique en faisant circuler un 
courant approprie respect ivement entre chaque electrode 
30 et la contre-electrode qui y est associee. 

Une ou plusieurs contre-electrodes peuvent 
egalement etre separfees de la structure du support 
d ' analyse. 
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L'adressage electrique des electrodes peut etre 
un adressage direct en associant a chaque electrode, ou 
contre-electrode, une borne d' adressage. L'adressage 
peut aussi etre du type multiplexe a partir d'un nombre 
reduit de bornes d ? adressage. 

Selon encore une autre realisation particuliere 
du support d'analyse, les sites d' analyse peuvent etre 
associes individuellement ou collectivement a des 
moyens electriques de chauffage. Les moyens de 
chauffage permettent de porter chaque site, ou un 
ensemble de sites, a une temperature optimale pour 
1' hybridation de cibles avec les sondes particuli^res 
qui equipent ces sites. 

L'adressage electrique des moyens de chauffage, 
c'est-a-dire leur commande d 1 alimentation, peut 
egalement etre multiplexe ou non . 

L' invention concerne egalement un procede de 
fabrication d'un support d'analyse tel que decrit 
precedemment . 

Le procede comprend les etapes suivantes : 

- la formation de resistances de chauffage sur une 
premiere face d f uh substrat principal dans une 
region dite de multiplication, et la formation de 
sites d'analyse sur la premiere face, en dehors de 
la region de multiplication, 

- la formation d'au moins un orifice d T entree sur un 
cote de la region de multiplication eloigne des 
sites d'analyse, et la formation d'au moins un 
orifice de sortie sur un cote de la region de 
multiplication tourne vers les sites d'analyse, les 
orifices s'etendant part iel lenient dans le substrat 
principal depuis la premiere face, 
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- la formation d'au moins une rainure dans le substrat 
principal depuis une deuxieme face, opposee a la 
premiere face, la rainure s'etendant dans la region 
de multiplication et reliant au moins un orifice 

5 d T entree a au moins un orifice de sortie, 

- apres la formation de la rainure, le report du 
substrat principal sur un substrat de support par la 
deuxieme face, de fagon a recouvrir chaque rainure, 
et former ainsi au moins un canal, 

10 - la mise en place d'un capot ajoure s'appuyant sur la 
premiere face du substrat principal, le capot 
delimitant au moins un reservoir qui entoure au 
moins un orifice d' entree, et delimitant une plage 
de test qui comprend les sites d' analyse et au moins 
15 un orifice de sortie. 

La formation des sites d 1 analyse peut comporter 
la realisation de plots, de plages ou d' electrodes 
d T accrochage, prevus pour recevoir des sondes. 

II convient de preciser egalement que les 
20 etapes enumerees ci-dessus ne doivent pas 
necessairement etre executees dans l T ordre dans lequel 
elles sont presentees. 

Selon une autre possibility de mise en oeuvre 
de l 1 invention, le substrat d T analyse peut egalement 
25 etre fabrique selon un procede, dans lequel : 

- on grave dans un substrat de support, au moins une 
rainure, 

- on reporte sur le substrat de support, un substrat 
principal de fagon a fermer la rainure, 

30 - on forme sur le substrat principal des resistances 
electriques dans une region dite de multiplication 
coincidant avec ladite rainure, 
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- on forme des sites cT analyse dans une region hors de 
la region de multiplication, au voisinage d'une 
extremite de la rainure, 

- on pratique au moins un orifice d 1 entree dans le 
5 substrat principal, traversant ledit substrat 

principal et communiquant avec une extremite d'au 
moins une rainure, tournee a l f oppose des sites 
d' analyse, 

- on pratique au moins un orifice de sortie dans le 
10 substrat principal et communiquant avec 1' extremite 

d'au moins une rainure, tournee vers les sites 
d'analyse, 

- on met en place un capot ajoure s'appuyant sur le 
substrat principal, le capot delimitant au moins un 

15 reservoir qui entoure au moins un orifice d T entree, 

et delimitant au moins une plage de test qui 
comprend des sites d T analyse et au moins un orifice 
de sortie. 

Comme pour le procede expose precedemment , 
20 l T ordre des etapes n f est pas imperatif. 

Par ailleurs, une etape d T amincissement du 
support principal peut etre prevue apres son report sur 
le substrat de support. Cette etape permet de ne 
conserver qu'une epaisseur plus faible de matiere, 
25 suffisante pour supporter les resistances electriques, 
mais qui presente une faible inertie thermique. 

Enfin, selon une troisieme possibility de mise 
en oeuvre du procede de fabrication du support 
d'analyse, celui-ci peut comporter les etapes 
30 suivantes : 

- la formation de resistances electriques sur une face 
d'un substrat dans une region dite de 
multiplication, 
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- la formation de sites cT analyse en dehors de la 
region de multiplication, 

- la mise en place d'au moins un capot ajoure sur le 
substrat, le capot delimitant au moins un reservoir 
en dehors de la region de multiplicat ion, et 
delimitant une plage de test comprenant les sites 
d 1 analyse, le capot etant traverse dans la region de 
multiplication d'au moins un passage reliant le 
reservoir a la plage de test. 

De meme que pour les procedes indiques 
precedemment, 1 1 ordre des etapes indique correspond a 
un ordre preferentiel mais non imperatif. 

Le passage dans la portion de paroi qui separe 
la plage de test du reservoir peut etre forme en 
pratiquant une pluralite de rainures dans une partie du 
capot destinee a recouvrir le substrat entre le 
reservoir et la plage de test et en reportant le capot 
sur le substrat de fagon a recouvrir les rainures et 
former ainsi des canaux . 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1 T invention ressortiront mieux de la description qui va 
suivre, en reference aux figures des dessins annexes, 
Cette description est donnee a titre purement 
illustratif et non limitatif. 

Breve description des figures 

- La figure 1 est une coupe schematique 
simplifiee d'un support d'analyse conforme a 
1 1 invention, 

- la figure 2 est une representation 
schematique correspondant k une vue de dessus d f un 
support d'analyse conforme a l f invention/ 
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- les figures 3A a 3D sont des coupes 
schematiques d'un substrat d 1 analyse lors de 
differentes etapes de sa fabrication, selon un premier 
procede conforme a l f invention, 

- la figure 4 est une coupe schematique d'un 
substrat d' analyse conforme a l f invention, constituent 
une variante par rapport au support de la figure 3D, 

- les -figures 5A a 5F sont des coupes 
schematiques d'un substrat d' analyse lors de 
differentes etapes de sa fabrication, selon un deuxieme 
procede conforme a 1' invention. 

Description detaillee de modes de mise en oeuvre de 
1 1 invention 

Le support d T analyse de la figure 1 comporte un 
substrat de support 10 sur lequel est colle un capot 
12. Le substrat de support et le capot sont par exemple 
en silicium. 

Le capot definit au-dessus du substrat de 
support un reservoir d' entree 14 destine a contenir un 
milieu a analyser et un reservoir de sortie 16 qui 
entoure une plage de test 18 du substrat 10. 

L'ouverture du reservoir d'entree 14 est 
ajustee pour recevoir, par exemple, une tete 
d' alimentation d'un systeme de type pousse-seringue . 

La plage de test 18 est equip^e d'une pluralite 
de sites d f analyse dont un seul est repr£sente avec la 
reference 20. Dans 1' exemple illustre, le site 
d' analyse- 20 comporte une electrode m^tallique 22, par 
exemple en or, garnie de sondes nucleiques 24. 

Les sondes nucleiques sont par exemple des 
brins d'ADN fixes sur 1' electrode par 1 ' intermediaire 
d T un polymere conducteur 26 . 
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II convient de preciser que, pour des raisons 
de clart6 des figures, les differents elements 
representes ne le sont pas . selon une echelle homogene . 

Le reservoir d T entree 14 et le reservoir de 
5 sortie 16 communiquent par un reseau de canaux 30. 
Ceux-ci permettent la circulation du milieu a analyser 
depuis le reservoir d T entree 14 ou il est introduit, 
vers la plage de test 18 equipee des sites d' analyse . 

Dans l'exemple illustre, les canaux 30 sont 

10 graves, par exemple, dans une couche 28 en polyimide, 
d T une epaisseur de 5 a 30pjn, situee a la base du capot, 
en contact avec le substrat. Les dimensions en section 
des canaux sont comprises/ par exemple, entre 5 et 
100pm, pour une longueur de canal de l'ordre de 5 mm. 

15 Les parois de separation entre les canaux ont une 
epaisseur de l'ordre de 5 a 20pm. 

Les canaux 30 correspondent a une zone du 
support d' analyse dediee a 1 1 amplification, c'est-a- 
dire la multiplication des cibles nucleiques 

20 initialement presentes dans le milieu a analyser. A cet 
effet, les canaux sont equipes d'une pluralite 
d T elements de controle de la temperature 31a, 31b, 31c, 
agences de fagon a definir une pluralite de zones 32a, 
32b, 32c a temperature controlee. Ces zones se 

25 succedent entre 1 ' entree des canaux, correspondant au 
fond du reservoir d 1 entrSe .14, jusqu'a la plage de test 
18 . 

Les zones 32a, 32b, 32c des canaux sont portees 
a des temperatures differentes, generalement comprises 
30 dans une gamme allant de 40°C a 95°C, de fagon a faire 
subir au liquide qui traverse les canaux un ou 
plusieurs cycles thermiques adaptes a une 
multiplication de type PCR. 
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Dans 1' exemple de la figure, seules trois zones 
32a, 32b, 32c sont indiquees. Celles-ci permettent de 
realiser un seul cycle thermique. Toutefois, un nombre 
plus grand de zones, par exeniple 90 zones, peut etre 
5 prevu pour realiser de l'ordre de 30 cycles thermiques . 

Le nombre de cycles et la temperature des zones 
peuvent etre fixes par les elements de controle de la 
temperature 31a, 31b, 31c. Les temperatures sont 
determinees en fonction du type d T enzymes ajoutees au 
io milieu pour 1 ■ amplification et/ou en fonction des 
acides nucleiques a multiplier. 

Selon une variante, il est possible egalement 
de prevoir un certain nombre de zones de chauffage, par 
exemple trois, et de donner aux canaux une forme 
15 repliee en meandres ou en serpentins de fagon a 
parcourir plusieurs fois les zones de chauffage. 

Dans 1' exemple decrit, les elements de controle 
de la temperature sont equipes de resistances 
electriques chauff antes, par exemple en silicium 
20 polycristallin, connectees par des pistes conductrices 
a des bornes electriques 40 prevues sur un bord du 
substrat. 

Les connexions entre des resistances 
electriques et les bornes electriques 40 peuvent etre 

25 des connexions directes par pistes conductrices 48, 
et/ou des connexions effectuees par 1 ' intermediaire 
d'un circuit multiplexeur , represents de fagon 
schematique avec la reference 42. 

Des moyens de connexion non representes peuvent 

30 egalement etre prevus pour relier les electrodes 22 des 
sites d' analyse a des bornes d'adressage menagees sur 
le bord du substrat. 
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Dans le reservoir d' entree on trouve une 
resistance electrique 33 destinee a prechauffer le 
milieu a analyser avant son passage dans les canaux 30. 

De la meme fagon, des resistances electriques 
5 35 sont prevues sous la plage de test 18 au voisinage 
des sites d'analyse 20. Ges resistances electriques 35 
permettent de controler la temperature au voisinage ses 
sites pour maintenir celle-ci a une valeur favorisant 
1 ' hybridation entre les cibles et les sondes. 

10 Les resistances electriques dans le reservoir 

d' entree et dans le reservoir de sortie, sont, comme 
celles des canaux, reliees de fagon selective a des 
bornes electriques 40 sur le bord du substrat 10, par 
1 f intermediaire du circuit 42. 

15 Enfin, une couche isolante electrique 44, par 

exemple en nitrure recouvre les resistances. Elle 
entoure egalement les bornes electriques 40 et les 
electrodes 22 des sites d'analyse. 

20 La figure 2 est une vue de dessus d'un substrat 

d'analyse conforme a 1 T invention. 

On observe que le reservoir d' entree 14 
communique avec une pluralite d' orifices d' entree 34 
d T une pluralite de canaux 30, adjacents et paralleles 

25 entre eux. Les canaux, representes en trait discontinu, 
s'etendent de fagon rectiligne sous le capot 12 pour se 
terminer respectivement par des orifices de sortie 36. 
Les orifices de sortie sont prevus pour deverser le 
milieu a analyser dans le reservoir de sortie 16. 

30 Les orifices de sortie 36 sont menages sur la 

plage de test 18 au voisinage de sites d'analyse. 

Les sites d'analyse, qui sur cette figure sont 
depourvus de garniture, sont formes chacun par une 



2795426 



15 

electrode 22, sous la forme d'un plot metallique 
conducteur, et par une contre-electrode metallique 23 
qui entoure respectivement 1* electrode 22 a laquelle 
elle est associee. 

L'utilisation de sites d' analyse comportant 
respectivement une electrode et une contre-electrode 
permet de former sur les sites une garniture de 
molecules-cibles par voie electrolytique . Un adressage 
electrique selectif des electrodes permet en outre de 
choisir les electrodes devant etre garnies et fixer 
ainsi plus aisement des sondes differentes en 
differents sites. 

Pour l f adressage des electrodes, le support 
comporte une pluralite de bornes electriques 40a de 
contact menagees sur le bord du substrat. Celles-ci 
sont reliees par des pistes conductrices 48a, 
respectivement & la pluralite d 1 electrodes 22. De la 
meme fagon, des bornes 40b sont reliees par des pistes 
48b aux contre-electrodes 23. 

Enfin un ensemble de bornes d 1 adressage 4 0c 
sont prevues pour appliquer un courant electrique aux 
elements de controle de la temperature, en l f occurrence 
les resistances electriques decrites en reference a la 
premiere figure. 

Pour des raisons de clarte, ces resistances 
electriques et les lignes de connexion prevues pour 
leur alimentation depuis les bornes 40c ne sont pas 
representees . 

Le support d 1 analyse comporte, par exemple, 4 8 
bornes electriques 40a/ 40b, 40c sous la forme de plots 
metalliques d ' une longueur de 4 mm, une largeur de 
200pm et espacfes de 100pm. 
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Ces bornes sont prevues pour connecter le 
support d' analyse a des generateurs de tension et de 
courant exterieurs . 

Lorsque le nombre de sites d T analyse est tres 
important ou lorsqu'un grand nombre d' elements de 
controle de la temperature doivent etre alimentes, un 
adressage electrique par multiplexeur peut etre 
envisage . 

La garniture des sites peut egalement avoir 
lieu par electro-polymerisation. 

Dans ce cas, un melange comprenant par exemple 
un premier pyrrole et un deuxieme pyrrole porteur de 
molecules sondes est depose par pipetage sur des sites 
definis par une ou plusieurs electrodes. 

Une tension de polarisation appliquee entre la 
ou les electrodes et une ou plusieurs contre-electrodes 
permet de provoquer la copolymer isation des pyrroles de 
fagon a fixer les molecules sondes sur les sites. 

La plage de test peut comporter, par exemple, 
un premier plan conducteur electrique formant 
electrode, ce plan etant recouvert d'une couche de 
materiau isolant electrique qui entoure et definit 
1 ' emplacement des sites d* analyse. Un deuxieme plan 
conducteur forme au-dessus de la couche de materiau 
isolant electrique peut alors constituer la contre- 
electrode. Le materiau isolant est, par exemple du 
polyimide • 

Selon une variante, la contre-electrode peut 
aussi etre separee du support d' analyse. 

La description qui suit se rapporte a un 
procede de fabrication d f un support d' analyse dont les 
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principales etapes sont illustrees par les figures 3A a 
3D. 

Le substrat 10 visible sur la figure 3A est 
designe par substrat principal. II s'agit d'un substrat 
5 de type SOI (silicium sur isolant) comprenant en 
surface une couche mince de silicium 2, separee d T une 
couche 6paisse 4, egalement en silicium, par une couche 
d' isolant 6. La couche d T isolant intermediaire, en 
oxyde de silicium, est encore appelee "couche 

10 enterree". Elle est utilisee en particulier comme 
couche d 1 arret de gravure dans les operations de 
gravure qui suivent. La couche epaisse 4 est encore 
designee par "couche arriere" . 

Dans une premiere etape, on forme les 

15 electrodes 22 des sites d f analyse, les elements de 
controle de la temperature 31 et les bornes electriques 
de contact 40, sur une face principale du substrat 
correspondant a la couche mince de- silicium 2* Les 
elements de controle de la temperature sont formes dans 

20 une region dite de multiplication. 

Les electrodes 22 des sites d 1 analyse, en or, 
par exemple, peuvent etre remplacees, selon les 
applications, par de simples plots d f accrochage de 
sondes sans proprietes conductrices . 

25 Lors de la premiere etape du procede, on forme 

egalement les pistes conductrices qui relient les 
electrodes 22 et les elements 31 de controle de la 
temperature aux bornes electriques de contact 40, Ces 
pistes ne sont pas representees pour des raisons de 

30 clarte. 

Une deuxieme etape, illustree par la figure 3B, 
comprend la gravure d 1 orifices dans la couche mince 
super f icielle 2 du substrat. II s'agit en particulier 
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des orifices d'entree 34 et de sortie 36 des canaux non 
encore realises- La gravure est par exemple une gravure 
par plasma avec arret sur la couche d'oxyde enterree 6. 

La deuxieme 6tape comprend egalement un 
5 amincisseinent du substrat consistant a diminuer 
l'epaisseur de la couche arriere 4. L'epaisseur totale 
du substrat 10 est portee a environ 250pm. 

Apres 1 1 amincisseinent , la face arriere du 
substrat, c'est-a-dire la face opposee aux electrodes 
10 est soumise a une gravure chimique humide locale pour 
pratiquer dans la couche arriere des canaux 30 qui 
s'etendent respectivement depuis un orifice d'entre 34, 
jusqu'a un orifice de sortie 36. 

Une deuxieme gravure est prevue pour eliminer 
15 la couche d T oxyde enterree restant au fond des canaux 
et pour faire communiquer les canaux 30 avec les 
orifices 34, 36. Le substrat principal tel qu'obtenu au 
terme de cette gravure est illustrfe par la figure 3C. 

On peut observer que la hauteur des canaux est 
20 ajustable lors de 1 T amincissement de la couche arriere 
4. Le procede est adapte en particulier pour la 
realisation de canaux profonds, de l'ordre de 20 a 
SOOpLm. 

Par ailleurs, on note que les elements de 
25 controle jde la temperature 31 sont separes des canaux 

par une paroi mince, constitute par la couche mince 

superf icielle 2 du substrat 10. 

La figure 3D montre le report du substrat 

principal 10 sur un substrat de support 1 en silicium. 
30 Le report est effectue en collant la couche arriere 4 

du substrat principal sur le substrat de support, de 

sorte que ce dernier constitue une paroi de fond 

commune pour les canaux 30. 
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La figure 3D montre egalement le report par 
collage, de la face avant du substrat principal 10 sur 
une plaque formant le capot 12. 

Le capot 12 est decoupe de fag:orx a y menager 
les reservoirs d 1 entree 14 et de sortie 16. Une partie 
centrale 12a du capot s'appuie sur la face superieure 
du substrat pour y recouvrir les elements de controle 
de la temperature 31. Cette partie separe egalement le 
reservoir d 1 entree 14 du reservoir de sortie 16. Le 
reservoir d 1 entree 14 coincide avec les orifices 
d f entree 34 et le reservoir de sortie coincide avec la 
plage de test 18 qui comprend les orifices de sortie 36 
et les sites d' analyse. 

Selon une variante, le capot peut etre forme 
par le depot sur le substrat principal d'une couche 
epaisse de polyimide, puis par la gravure de cette 
derniere pour y pratiquer les reservoirs d' entree et de 
sortie. Le depot de cette couche et sa gravure ont 
alors lieu de preference avant la gravure des orifices 
d' entree et de sortie des canaux. 

Dans l T exemple de la figure 3D, le substrat de 
support 1 a essentiellement une fonction de maintien de 
la rigidite du support d' analyse. Selon une variante 
cependant, representee a la figure 4, le substrat de 
support 1, egalement du type SOI, peut comporter des 
elements de controle de la temperature 31a conjugues a 
ceux presents sur le substrat principal. 

Dans l'exemple illustr£, le substrat de support 
presente des resistances electriques sur sa face 
tournee vers le substrat principal, dans une region 
co'incidant avec les canaux 30, c'est-a-dire avec la 
region de multiplication. Les resistances electriques 
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qui forment les elements de controle de la temperature 
31a sont electriquement connectes a des bornes 41, 
formees sur un bord du substrat de support. Les pistes 
de connexion entre les resistances et les bornes ne 
sont pas representees pour des raisons de clarte. 

On observe toutefois qu T une liaison par fil 50 
relie respectivement des bornes 41 du substrat de 
support a des bornes correspondantes 4 0 du substrat 
principal pour conjuguer les elements de controle de la 
temperature, situ6s dans une meme zone des canaux 30. 

On decrit a present en reference aux figures 5A 
a 5F un autre procede de fabrication possible pour le 
support d' analyse, mieux adapte a la realisation de 
canaux peu profonds, c'est-a-dire avec une profondeur 
comprise entre 5 et 50iam. 

La figure 5A montre une premiere etape du 
procede qui consiste a graver dans un premier substrat 
1, ou substrat de support, une ou plusieurs rainures. 
Les rainures, indiquees avec la reference 30 
correspondent aux canaux du support d 1 analyse. 

Les canaux sont acheves comme le montre la 
figure 5B en scellant sur le substrat de support 1 un 
substrat principal 10 qui recouvre les rainures. 
Lorsque les substrats de support et principal sont tous 
deux en silicium, le scellement peut etre un scellement 
direct (Silicon Direct Bonding) sans apport de matiere. 

Une operation de gravure ou de polissage, en 
particulier un polissage mecano-chimique permet de 
reduire l'epaisseur du substrat principal 10 jusqu f a 
une valeur de l'ordre de 1 a 100 um. 

Cette etape, illustree a la figure 5C permet de 
reduire l'inertie thermique du substrat principal, 
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notamment dans la zone dite de multiplication, ou se 
trouvent les canaux 30. 

La figure 5D montre la realisation des bornes 
d f adressage 40, des elements de controle de la 
5 temperature 31 et des electrodes 22 des sites 
d f analyse. Les elements de controle de la temperature 
31 sont des resistances formees sur le substrat 
principal aminci, au-dessus des canaux 30. Des liaisons 
electriques entre les bornes 40 et les elements de 
10 controle de la temperature 31 ou les electrode 22 ne 
sont pas representees, mais sont egalement realisees 
lors de 1 1 etape du procede correspondant a la figure 
5D. 

On peut se reporter a ce sujet a la description 
15 precedente. 

Eventuellement, un adressage 61ectrique des 
sites d T analyse peut etre omis. Dans ce cas, les 
electrodes 18 peuvent etre remplacees par des plots 
d'oxyde de silicium SiO? qui autorisent un bon couplage 
20 avec la poly-lysine ou les silanes. 

Les sondes distributes par systeme de grande 
precision sont alors fixees sur les plots prealablement 
silanises ou recouverts par un polymere de type lysine. 

La figure 5E montre la formation d T orifices 34, 
25 36 d 1 entree et de sortie des canaux. Les orifices sont 
menages de part et d 1 autre de la zone de 
multiplication, et coincident sensiblement avec les 
extremites des canaux. 

Une derniere figure 5F montre la realisation 
30 d T un capot 12. 

Comme indique precedemment , celui-ci peut etre 
form6 par le dtpot d T une couche epaisse de polyimide 
puis par la gravure de cette couche pour former les 



22 



2795426 



reservoirs cTentree et de sortie 14, 16 et pour liberer 
la plage de test 18. 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Support d 1 analyse biologique comprenant au 
moins une plage de test (18) equipee d'une pluralite de 
sites d T analyse (20) susceptibles d'etre garnis de 

5 sondes biologiques, au moins un reservoir (14) destine 
a contenir un milieu a analyser et au moins un passage 
(30) de fluide dudit reservoir vers ladite plage de 
test, dans lequel le passage de fluide comporte des 
moyens (31) de controle de temperature, agenc£s le long 
10 du passage de fluide. 

2. Support d T analyse selon la revendicat ion 1, 
dans lequel le passage de fluide comprend une pluralite 
de canaux (30) -juxtaposes, s'etendant entre le 

15 reservoir (14) et la plage de test (18). 

3. Support d' analyse selon la revendicat ion 1, 
dans lequel les moyens (31) de controle de temperature 
comprennent une pluralite d' elements de chauffage 

20 definissant des zones de chauffage qui se succedent 
entre le reservoir (14) et la plage de test (18) . 

4. Support d T analyse selon la revendication 3, 
dans lequel les elements de chauffage sont des 

25 resistances electriques- 

5. Support d' analyse selon la revendication 3, 
dans lequel les elements de chauffage sont disposes 
dans le passage de fluide. 

30 

6. Support d 1 analyse selon la revendication 3, 
dans lequel les elements de chauffage sont separes du 
passage du fluide par une paroi. 
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I. Support d' analyse selon la revendication 1, 
comprenant une pluralite d f electrodes (22) formant 
lesdits sites d'analyse. 

8. Support d'analyse selon la revendication 7 
comprenant une pluralite de contre-electrode (23) 
menagees respectivement au voisinage desdites 
electrodes (22) . 

9. Support d'analyse selon la revendication 7, 
comprenant un r£seau d'adressage electrique multiplexe 
des electrodes. 

10. Support d'analyse equipe d'au moins un 
premier plan conducteur, formant electrode, sur lequel 
est defini au moins un site d'analyse, et au moins un 
deuxieme plan conducteur formant contre-electrode, une 
tension de polarisation etant susceptible d'etre 
appliquee entre les premier et deuxieme plans 
conducteur s pour provoquer une fixation de sondes 
moleculaires deposees sur ledit site d'analyse. 

II. Support d'analyse selon la revendication 
10, dans lequel les premier et deuxieme plans 
conducteurs sont separ^s par une couche de materiau 
isolant electrique. 

12. support d'analyse selon la revendication 
10, dans lequel le deuxieme plan est separe d'une 
structure comprenant le premier plan conducteur. 
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13. Support d'analyse selon la revendication .4, 
comprenant un reseau d'adressage electrique (42) 
multiplexe des resistances electriques de chauffage. 

14. Support d' analyse selon la revendication 1, 
comprenant des moyens electriques (35) de chauffage des 
sites d'analyse. 

15. Support d'analyse selon la revendication 1, 
comprenant des moyens electriques (33) de chauffage 

. associes au reservoir. 

16. Procede de fabrication d'un support 
d'analyse selon la revendication 1, comprenant les 
etapes suivantes : 

- la formation de resistances de chauffage sur une 
premiere face d'un substrat principal dans une 
region dite de multiplication, et la formation de 
sites d'analyse sur la premiere face, en dehors de 
la region de multiplication, 

- la formation d'au moins un orifice d' entree sur un 
cote de la region de multiplication eloigne des 
sites d'analyse, et la formation d'au moins un 
orifice de sortie sur un cot£ de la region de 
multiplication tourne vers les sites d'analyse, les 
orifices s'etendant partiellement dans le substrat 
principal depuis la premiere face, 

- la formation d'au moins une rainure dans le substrat 
principal depuis une deuxieme face, opposee a la 
premiere face, la rainure s'etendant dans la region 
de multiplication et reliant au moins un orifice 
d 1 entree a au moins un orifice de sortie, 
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- apres la formation de la rainure, le report du 
substrat principal sur un substrat de support par la 
deuxieme face, de fagon a recouvrir chaque rainure, 

- la mise en place d'un capot ajoure s'appuyant sur la 
premiere face du substrat principal, le capot 
delimitant au moins un reservoir qui entoure au 
moins un orifice d 1 entree, et delimitant une plage 
de test qui comprend les sites d' analyse et au moins 
un orifice de sortie. 

17. Procede selon la revendication 16, dans 
lequel une portion du capot recouvre les resistances de 
chauf f age. 

18. Procfede selon la revendication 16, dans 
lequel on forme en outre des resistances de chauffage 
(31a) sur une face du substrat de support tournee vers 
le substrat principal lors du report, dans une region 
co'incidant avec la region de multiplication du substrat 
principal. 

19. Procede de fabrication d'un substrat 
d'analyse selon la revendication 1, dans lequel : 

- on grave dans un substrat de support, au moins une 
rainure, 

- on reporte sur le substrat de support, un substrat 
principal de fagon a fermer la rainure, 

- on forme sur le substrat principal des resistances 
electriques dans une region dite de multiplication 
colncidant avec ladite rainure, 

- on forme des sites d'analyse dans une region hors de 
la region de multiplication, au voisinage d'une 
extr^mite de la rainure. 
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- on pratique au moins un orifice d' entree dans le 
substrat principal, traversant ledit substrat 
principal et conunauni quant avec une extremite d'au 
moins une rainure, tournee a 1 T oppose des sites 
d 1 analyse, 

- on pratique au moins un orifice de sortie dans le 
substrat principal et communiquant avec 1 ' extremite 
d T au moins une rainure, tournee vers les sites 
d 1 analyse, 

- on met en place un capot ajoure s 1 appuyant sur le 
substrat principal, le capot delimitant au moins un 
reservoir qui entoure au moins un orifice d T entree, 
et delimitant au moins une plage de test qui 
comprend des sites d' analyse et au moins un orifice 
de sortie* 

20. Procede selon la revendication 19, 
comprenant en outre, apres le report du substrat 
principal, un amine issement de celui-ci . 

21. Procede de fabrication d'un support 
d' analyse selon la revendication 1, comprenant les 
etapes suivantes : 

- la formation de resistances electriques sur une face 
d T un substrat dans une region dite de 
multiplication, 

- la formation de sites d T analyse en dehors de la 
region de multiplication, 

- la mise en place d f au moins un capot ajoure sur le 
substrat, le capot delimitant au moins un reservoir 
en dehors de la region de multiplication, et 
delimitant une plage de test comprenant les sites 
d' analyse, le capot etant traverse dans la region de 
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multiplication cTau moins un passage reliant le 
reservoir a la plage de test. 

22. Procede selon la revendication 21, dans 
5 lequel, pour former le passage, on pratique une 

pluralite de rainures dans une partie du capot destinee 
a recouvrir le substrat depuis le reservoir jusqu'a la 
plage de test et on reporte le capot sur le substrat de 
fagon a recouvrir les rainures. 

10 

23. Procede selon la revendication 21, dans 
lequel on pratique les rainures dans une couche (28) de 
polyimide du capot. 
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